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主 論 文 
 
SPRED2 deficiency may lead to lung ischemia–reperfusion injury  
via ERK1/2 signaling pathway activation 
(SPERD2 欠損は ERK1/2 シグナル伝達経路の活性化を介して肺虚血 
再灌流障害を惹起しうる) 
 
[緒言] 
移植片機能不全(primary graft dysfunction; PGD)は肺移植後の主要死因であり，虚血
再灌流障害(Ischemia–reperfusion injury; IRI)はその PGD の主原因である．したがって
IRI の機序の解明が肺移植後の予後の改善に求められている． 
肺 IRI では様々な生化学的変化が組み合わさり組織学的な障害が引き起こされてお
り，低酸素化と再酸素化によって炎症性カスケードが惹起され，肺の内皮・肺胞上皮
関門が破壊されて好中球の浸潤を来す．この状況において，外的刺激に伴う細胞内事
象をシグナル伝達経路が調整し，細胞の適切な活動を可能としている． 
Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)は大規模なネットワークを構築し，この
様々な調整を担っている．このうち extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2，c-jun 
N-terminal kinase (JNK)，p38 の 3 つが「古典的 MAPK」と称されるが，これまで JNK
と p38 が IRI で重要な役割を果たしていると報告されてきた．一方 ERK1/2 は，細胞
分裂や成長因子に呼応した生存促進の役割を主に果たすとされてきたが，環境によっ
てはアポトーシス促進効果を発揮し，IRI を含む炎症性変化と関連することが分かっ
てきた．動物モデルを用いた研究では，腎臓，肝臓，心臓で ERK1/2 の活性化が重度
IRI を惹起すると報告されている．実臨床においても，ヒトの肺移植中に ERK1/2 が
活性化されるとの報告がある．しかし，肺 IRI における ERK1/2 活性化の役割や機序
については不明瞭のままである． 
ERK1/2 シグナル伝達経路において，チロシンキナーゼレセプターへの外的刺激に
より rat sarcoma virus oncogene (RAS)が活性化される．この RAS は v-raf-leukemia viral 
oncogene 1 (RAF1)を，RAF1 は MAPK/ERK kinase (MEK) 1/2 を，そして MEK1/2 は
ERK1/2 を順次活性化する． Sprouty-related EVH1 (enabled/vasodilator-stimulated 
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phosphoprotein homology 1)-domain-containing proteins (SPREDs)は RAF の活性化を阻害
し，結果的に ERK1/2 の不活性化をもたらす．そのうち SPRED2 は体内全体に発現し，
肺では ERK1/2 経路を制御してリポ多糖関連性肺炎の進展を抑えると報告されている．
そこで SPRED2が抑制されればERK1/2経路を介して肺 IRIが惹起されると予想した． 
本研究では，マウスの肺門クランプモデルを用いて，肺 IRI における ERK1/2 シグ
ナル伝達経路での SPRED2 の役割について調べた． 
 
[材料と方法] 
動物 
C57BL/6のwild-type (WT)マウスと Spred2-/-マウス(7-10週齢で約 25-35gのもの)を使
用した．これらは岡山大学動物資源部門において特定病原体未感染環境下で繁殖，管
理されたものである．なお実験プロトコールは岡山大学動物実験委員会で審議され承
認を得た．また“Principles of Laboratory Animal Care” (National Society for Medical 
Research)，および“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (National Academy 
of Sciences 作成，NIH 発行)に準じ，人道的配慮を施した． 
 
実験デザイン 
5 群(各群マウス 5 匹)を設定した．WT と Spred2-/-マウスに，それぞれ肺門クランプ
手技(実験群)もしくは胸骨正中切開のみ(対照群)を施した．第 5 の群として， Spred2-/-
マウスに，ERK1/2 リン酸化の阻害薬である U0126 (30mg/kg)を肺門クランプの 2 時間
前に腹腔内投与した． 
 
マウス肺門クランプ手技 
ケタミンとキシラジンの腹腔内投与により全身麻酔を施した後，気管切開を行って
20G カテーテルを留置し，人工呼吸器管理とした(設定は FiO2 1.0，1 回換気量 0.5mL，
呼吸回数 120 回/分)．仰臥位で胸骨正中切開を行って左肺門部へ到達し，肺を損傷し
ないよう留意しながら，マイクロクリップを用いて肺門を一括にクランプした．30
分間の虚血後にゆっくりとクリップを外し，続いて 60 分間の再灌流を行った．その
後，左心室から動脈血を採取し，マウスを安楽死させてから左肺を摘出した．摘出肺
は以下の解析で使用するため 3 等分した． 
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呼吸機能評価 
IRI での呼吸機能変化を評価するため，左心室から採取した動脈血の酸素分圧 PaO2
を測定した． 
 
組織病理学的評価 
組織病理学的に IRI での肺の変化を確認した．肺検体を 10%ホルマリンで固定して
薄切切片にした後，ヘマトキシリン・エオジンで染色した．高倍率 1 視野当たりの好
中球数を，顕微鏡下にカウントした． 
 
フローサイトメトリー 
肺内の好中球を定量化するためフローサイトメトリーを行った．蛍光色素標識した
抗 Gr-1 抗体と抗 CD11c 抗体で細胞を染色し，好中球が含まれる CD11clow/Gr-1high の細
胞割合を評価した． 
 
ウエスタンブロット分析 
MAPK 活性を評価するためウエスタンブロットを行った．一次抗体として抗リン酸
化 ERK1/2 抗体，抗リン酸化 JNK 抗体，抗リン酸化 p38 抗体および抗アクチン抗体を，
一晩 4℃下で振動させメンブレンに付着させた．洗浄後，各二次抗体を 1 時間 25℃下
でメンブレンに付着させた．メンブレンに付着したタンパクは化学発光により可視化
させ，MAPK 活性をリン酸化 MAPK 濃度と全 MAPK 濃度との比として数値化した． 
 
統計解析 
群間比較においては一元配置分散分析，Tukey 検定を用いた．P < 0.05 を有意差あ
りとした． 
 
[結果] 
呼吸機能評価 
Spred2-/-対照群の PaO2 値は WT 対照群の PaO2 値と同等であった．肺門クランプ手
技により PaO2 値は減少し，特に Spred2-/-実験群では有意に低下した(p = 0.004)．しか
し U0126 を投与すると Spred2-/-マウスの再灌流後でも有意に改善した(p = 0.009)． 
 
5 
 
組織病理学的評価 
再灌流後の肺実質には，隔壁肥厚，うっ血，浮腫，出血および好中球浸潤といった
炎症性変化がみられた．特に Spred2-/-実験群では重度の炎症を認めた．一方，U0126
を投与した Spred2-/-マウスでは再灌流後でも炎症性変化に乏しかった． 
高倍率 1 視野当たりの好中球数について，Spred2-/-実験群では WT 実験群よりも有
意に高値であった(p < 0.001)．しかし，この高値も U0126 が投与されると抑制された
(p < 0.001)． 
 
フローサイトメトリー 
CD11clow/Gr-1high 細胞の割合は Spred2-/-実験群で有意に高値であった(p < 0.001)．こ
の高値もまた U0126 の投与により抑制され，好中球浸潤についての組織学的評価と一
致していた． 
 
ウエスタンブロット分析 
Spred2-/-実験群で ERK1 活性が有意に高値となった(WT vs. Spred2-/-, p = 0.048; 
Spred2-/-vs. Spred2-/- + U0126, p = 0.031). しかし JNK や p38 については各群間で有意差
を認めなかった． 
 
[考察] 
本研究では，SPRED2-RAF 経路が肺 IRI に強く影響し，再灌流後の肺で ERK1/2 の
活性化や好中球の浸潤を来していたこと，また ERK1/2 を阻害すると肺 IRI の重症度
が改善していたことを示した． 
本研究において，従来肺 IRI の主役と考えられていた JNK や p38 は有意に活性化さ
れず，ERK1/2 経路の SPRED2 の抑制によって著明な好中球浸潤を伴う肺 IRI を来し
ていた．この食い違いは他報告と虚血および再灌流の時間設定が異なることに起因す
ると思われ，本研究の設定条件は ERK1/2 活性化を特異的に検出できるものであった
と考えられる． 
ERK1/2 の活性化は，JNK や p38 と同様に肺 IRI に対して大きな影響を与えている
と思われる．SPRED2 がノックアウトされると RAS が過剰活性化することで MAPKs 
4/7 が活性化され，結果的に JNK が活性化されるかもしれないが，本研究では Spred2-/-
マウスの肺自体には強い炎症を認めていなかった．また ERK1/2 の抗アポトーシス効
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果は p38 によって直接制御されていると考えられているが，本研究では p38 の活性度
は実験群間で有意差がなく，ERK1/2 活性が p38 の影響を受けていないものと考えら
れた．したがって，本研究での ERK1/2 の活性化については JNK や p38 からのクロス
トークによるものではないと考えられる． 
ERK1/2 シグナル伝達経路を阻害することが，肺 IRI の治療ストラテジーとなり得
るかもしれない．ERK1/2 は虚血中よりも再灌流後約 1-2 時間して活性化されると報
告されており，実臨床においては再灌流の段階での肺 IRI の緩和に寄与すると予想さ
れる．さらに，本研究で示した通り，U0126 のような ERK1/2 のインヒビターの投与
が ERK1/2 活性の調節に有効かもしれない．しかし U0126 を投与されたマウスでは，
過度の ERK1/2 阻害によって腸管透過性の亢進，好中球浸潤，さらに肺障害を来すと
いう報告もある．これは ERK1/2 シグナル経路には細胞の成長，増殖および生存を司
るという生命維持に欠かせない役割があるためである．一方，Spred-/-マウスモデルで
ERK1/2 経路を制御してリポ多糖関連性肺炎の進展が抑えられた報告のように，
SPRED2 もまた治療ターゲットとなり得るだろう．  
本研究に関して limitation がある．第一に，ERK1/2 活性化による肺 IRI が化学伝達
物質や neutrophil extracellular traps (NETs)にどう影響しているかについて調べ切れて
いない．ERK1/2 経路の活性化は別のカスケードとも相互に影響している．さらに過
去の報告によれば，虚血再灌流後の ERK1/2 経路の活性化によって好中球 DNA とタ
ンパクとの複合体である NET が形成され，この NET の崩壊により肺障害が引き起こ
されている可能性がある．第二に，本研究では実際に肺移植が行われていない．肺移
植での IRI を評価する上では，自然免疫応答やリンパ球性同種反応性といった別の要
因も考慮しなければならず，本研究の肺門クランプ実験モデルが肺移植実験モデルの
完全な代用とはならない． 
 
[結論] 
ERK1/2 シグナル伝達経路の活性化は，好中球の浸潤を伴う重度の肺 IRI を惹起さ
せた．ERK1/2 経路の阻害によって好中球の集簇が減弱し，肺移植中もしくは肺移植
直後の IRI を部分的に抑制できるかもしれず，SPRED2 はそのターゲットとして期待
し得る．肺 IRI における ERK1/2 シグナル経路の更なるメカニズム解明は，肺移植後
PGD を予防できる効果的治療法に対する有力な手がかりとなるだろう． 
 
